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1 UVOD 
 
Biofilmi so kompleksne združbe mikroorganizmov, ki so pritrjene na površino ali so prisotne 
na interfazi, kjer so obdane z matriksom, ki ga proizvajajo celice same (Davey in O'Toole, 
2000; Van Houdt in Michiels, 2005; Cos in sod., 2010; Donlan in Costerton, 2002). 
Sestavljeni so lahko iz populacije ene ali več mikrobnih vrst, pojavljajo se lahko na različnih 
abiotskih in biotskih površinah (Davey in O'Toole, 2000). Iz ene bakterijske vrste so ponavadi 
zgrajeni biofilmi na površinah medicinskih vsadkov in pri gojenju v laboratoriju (O’Toole in 
sod., 2000). Skoraj vse bakterije so vzpostavile preživetveno strategijo vezave na površino in 
razvoja biofilma (Dunne, 2002; Gilbert in sod., 2003). V obliki biofilma najdemo okoli 99 % 
svetovne populacije bakterij v različnih fazah rasti. Med seboj se biofilmi razlikujejo kot se v 
splošnem bakterije razlikujejo med seboj (Garrett in sod., 2008). V matriksu so bakterije 
zaščitene pred škodljivimi zunanjimi dejavniki kot so toplota, UV sevanje, imunski sistem, 
ena izmed najpomembnejših pa je opazna večja odpornost proti antibiotikom in 
dezinfekcijskim sredstvom (Parsek in Fuqua; 2004; Garrett in sod., 2008; Cos in sod., 2010). 
Vzrokov za večjo odpornost je več: fenotipska variabilnost, raznolikosti v metabolni aktivnosti 
celic, oteženo prehajanje in inaktivacija snovi med prehodom skozi matriks, upočasnjena rast 
biofilma, splošni odziv na stres, zaznavanje kvoruma ter inducirana odpornost (Parsek in 
Fuqua, 2004).  
 
Biofilmi so pomembni v večih kontekstih, in sicer v okoljskem, industrijskem in kliničnem 
kontekstu (Parsek in Fuqua, 2004). Njihov pojav je lahko pozitiven in s tem zaželen (npr. v 
čistilni napravi), ob pojavu v industriji pa imajo najpogosteje neželjene učinke (Dunne, 2002; 
Gilbert in sod., 2003). Pojavljajo se lahko v vodnem sistemu in ocevju za preskrbovanje z 
vodo, distribucijskih obratih, tovarnah papirja. Med škodljive učinke biofilmov štejemo na 
primer kontaminacije izdelkov, zmanjšano učinkovitost proizvodnje, korozija, neprijetne 
vonjave, infekcije, zamašene pipe, tehnične napake in okvare opreme, zato lahko povzročajo 
velike težave v živilski in farmacevtski industriji (Garrett in sod., 2008; Cos in sod., 2010). 
Posledično biofilmi v industriji predstavljajo velik problem, njihovo odstranjevanje in 
preprečevanje ponovnega nastajanja pa veliko stane. Zaradi škodljivega vpliva čistilnih 
sredstev na okolje in zdravje ter varnost je veliko interesa s strani industrije za razvoj 
materialov in metod, s katerimi bi učinkovito preprečevali razvoj biofilma in odstranjevali že 
oblikovanega (Garrett in sod., 2008).  
 
1.1 NAMEN 
 
Namen magistrske naloge je določiti, kako je učinkovitost protimikrobnih sredstev v biofilmih 
odvisna od pokritosti površine in strukture biofilma. Prav tako želimo določiti razlike v 
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delovanju protimikrobnega sredstva proti bakterijam v biofilmu in bakterijam v planktonski 
fazi. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Delovanje protimikrobnih sredstev je odvisno od strukture biofilma. 
 Protimikrobna sredstva slabše delujejo na površinah, kjer je pokritost z biofilmi večja. 
 Proti bakterijam v planktonski fazi protimikrobna sredstva delujejo bolje kot proti 
bakterijam v biofilmu. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BIOFILM 
 
Biofilm je strukturirana združba bakterijskih celic, ki so vezane na inertni ali živi površini in 
so obdane s polimernim matriksom, ki ga tvorijo same (Van Houdt in Michiels, 2005). V 
hidriranem biofilmu voda predstavlja od 50 do 95 %, poleg tega je sestavni del EPS 
(ekstracelularne polimerne substance), ki ga z drugimi besedami imenujemo tudi glikokaliks 
ali sluzasta plast (Dunne, 2002). EPS je glavna biokemijska komponenta biofilma. Vključuje 
polisaharide, fosfolipide in glikoproteine. Na količino in zgradbo biofilma pomembno vplivajo 
interni dejavniki kot so genotip bakterij, ki so vezane na površino kot tudi zunanji dejavniki 
kot na primer količina in vir ogljika ter dušika (Allison, 2003; Miqueleto in sod., 2010). Zato 
je možno, da se matriks, ki ga proizvajajo iste bakterije, zelo razlikuje v zgradbi v odvisnosti 
od okolja, v katerem se ta nahaja (Cos in sod., 2010). EPS ima mnoge pomembne vloge in 
sicer je strukturni element biofilma, omogoča vezavo na površino, predstavlja zaščitno plast, 
omogoča vezavo organskih in anorganskih hranil, v njem pa se lahko koncentrirajo encimi ter 
druge biološko aktivne molekule (Allison, 2003). 
 
Biofilmi se pojavljajo v različnih okoljih. Značilno je, da se različne vrste in pa tudi sevi 
bakterij različno odzivajo na okolje. Pri procesu tvorbe je vpletena večja količina genske 
informacije (Goller in Romeo, 2008). Na nastanek biofilma pomembno vplivajo lastnosti 
površine, na kateri nastane biofilm, lastnosti tekočine, v kateri nastaja in lastnosti celice, ki se 
veže na površino (Dunne, 2002; Simões in sod., 2010). Pri površini je pomembno, kakšna je 
tekstura ali hrapavost, hidrofobnost, kakšne so kemijske lastnosti površine, nabitost in 
morebitna prisotnost kondicionirane površine. Pomembne so značilnosti tekočine, kot so njen 
pretok, pH, temperatura, prisotnost kationov, hranil in protimikrobnih sredstev. Na nastanek 
pa kot že prej omenjeno vplivajo tudi lastnosti celic, in sicer hidrofobnost celične površine, 
ekstracelularne vezavne komponente, polimerne snovi ter sinteza signalnih molekul (Donlan, 
2002; Simões in sod., 2010). Substrat za nastanek biofilma je lahko praktično vsak material, s 
katerim pridejo bakterije v stik, ki so v določeni tekočini. (Goller in Romeo, 2008; Dunne, 
2002; Donlan in Costerton, 2002). Hrapavost materiala povečuje površino. Iz fizikalno-
kemijskega vidika se bakterije lažje in hitreje pritrdijo na hidrofobne površine (na primer 
plastika, teflon) kot na hidrofilne površine (na primer steklo, kovine) (Donlan, 2002). Skoraj 
takoj ko površina pride v stik s tekočino, se le-ta kondicionira – nanjo se pritrdijo polimeri 
prisotni v mediju, kar vpliva na vezavo bakterij. Debelina pasu tekočine takoj ob površini, ki 
je se imenuje hidrodinamska mejna plast pritrjevanja, je odvisna od linearne hitrosti tekočine. 
Od te je odvisna zmožnost pritrjevanja celic na površino. Pri vezavi je pomembna tudi 
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hidrofobnost celične površine, število hidrofobnih interakcij se povečuje z nepolarnostjo 
površine mikrobne celice kot tudi površine, na katero se le-ta veže (Donlan, 2002). 
 
Mešane in čiste bakterijske kulture se obnašajo kot viskoelastične tekočine. Za biofilm sta 
značilni irreverzibilna viskozna deformacija in reverzibini elastični odziv (Ohashi in Harada, 
2004). Alginat, ksantan in gelan gum so ekstracelularne polimerne substance biofilmov, ki 
agregirajo zaradi vodikovih vezi in formirajo močno hidrirane viskoelastične gele (Stoodley in 
sod., 1999). Matriks sestavljen iz EPS se odziva na stres z značilnostmi kot so; elastičnost 
zaradi kombinacije prepleta polimerov, entropičnih in šibkih vodikovih vezavnih sil in 
viskoznost zaradi trenja polimerov ter poravnanosti polimerov v smeri sile (Klapper in sod., 
2002). Lastnosti se spreminjanjo v odvisnosti od temperature, z višanjem temperature 
polisaharidov pride do produkcije gelu podobnih struktur, ki mu postopno narašča moč do 
kritične točke. V njej gel se spremeni v raztopino. Viskoznost polisaharidov lahko vpliva na 
vezavo biofilma (Garrett in sod., 2008). Na reološke lastnosti biofilmov ima pomemben vpliv 
koncentracija hranil. Na primer če primerjamo moč strukture biofilmov bakterije Escherichia 
coli in Pseudomonas fluorescens, ki jih gojimo v gojišču z malo hranil (M9 z glukozo) z 
biofilmi, ki jih gojimo v bogatem gojišču (tekoče LB gojišče) imajo ti na revnejšem gojišču 
šibkejšo strukturo (Rühs in sod., 2013). 
 
2.2 BAKTERIJA Escherichia coli  
 
Bakterija E. coli tipično kolonizira gastrointestinalni trakt človeka v nekaj urah po rojstvu in 
živi v sožitju s človekom. Postala je modelni organizem za študije celičnih procesov, o njej je 
verejtno znanega več kot o katerem koli drugem živem organizmu. Dobro poznamo genetiko 
in celotno genomsko sekvenco bakterije. Ker je fekalnega izvora, je indikator sanitarne 
kakovosti vode in okolja pri predelavi hrane. S pridobivanjem specifičnih virulentnih 
dejavnikov je prišlo do nastanka nekaj zelo prilagodljivih in patogenih sevov bakterije E. coli, 
ki povzročajo širok spekter bolezni in predstavljajo veliko nevarnost za zdravje ljudi po vsem 
svetu (Van Houdt in Michiels, 2005). Povzroča lahko enteritične okužbe, driske, okužbe 
urinarnega trakta, sepso ter meningitis (Kaper in sod., 2004). Bakterija E. coli je pomemben 
modelni organizem tudi za študije kolonizacije površin, ker je pogosto prisotna in ima širok 
spekter genetskih mehanizmov prilagajanja (Beloin in sod., 2008). 
 
2.3 RAZVOJ BIOFILMA BAKTERIJE E. coli 
 
Nastanek biofilma bakterije E. coli lahko razdelimo na vsaj 5 razvojnih stopenj. Najprej pride 
do reverzibilne vezave planktonskih, prosto plavajočih bakterij, ki pridejo v stik s površino s 
pomočjo toka tekočine ali s pomočjo plavanja in prestanejo odbijajoče sile med celico ter 
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površino (Van Houdt in Michiels, 2005). Za to prvo fazo so značilne nespecifične, hidrofobne 
interakcije, pomembne pa so tudi Van der Walsove vezi, Brownovo gibanje, gravitacijska sila 
in elektrostatske spremembe (Dunne, 2002; Gottenbos in sod., 2002; de Carvalho, 2007). Na 
površino so običajno vezane snovi, topljenci, kar spremeni lastnosti površine, če jo 
primerjamo z nekondicionirano površino, kar celicam omogoča vezavo (Cos in sod., 2010). 
Sledi prehod iz reverzibilne v irreverzibilno vezavo, pri čemer se producirajo ekstracelularni 
polimeri in adhezini na pilih ter fimbrijah, ki vzpostavijo stik s površino (Van Houdt in 
Michiels, 2005). Poleg tega se vežejo tudi bakterije med sabo (Cos in sod., 2010). Nato se 
začne vzpostavljati arhitektura biofilma, čemur sledi razvoj zrelega biofilma iz mikrokolonij. 
Nadaljuje se sinteza ekstracelularnih polimerov. Ti služijo kot adhezivni matriks, v matriks pa 
se lahko ujamejo hranila iz okolja. Nastanejo pore, vodni kanali, spremeni se fiziologija in 
metabolizem v primerjavi s planktonskimi celicami (Van Houdt in Michiels, 2005). Razvoj 
zrelega biofilma je odvisen od koncentracije hranil, odstranjevanja odpadnih produktov iz 
biofilma, notranjega pH in prehoda kisika v biofilm (Dunne, 2002). Celice v notranjem delu 
biofilma preidejo v stanje stradanja ali umrejo zaradi pomanjkanja hranil in kopičenja 
toksičnih produktov (Chavez de Paz in sod., 2008; Chavez de Paz, 2007). V zadnji, 5. stopnji 
lahko pride do prehajanja celic nazaj v tekočino, ki obkroža biofilm (Van Houdt in Michiels, 
2005). Celicam v zunanjih plasteh biofilma je tako omogočeno, da se od njega odcepijo, 
preidejo nazaj v planktonsko fazo in iščejo nove površine, na katere se bodo pritrdile. (Dunne, 
2002; Lindsay in von Holy, 2006). Poznamo tri vrste disperzije in sicer disperzija posameznih 
celic, pri čemer se posamezne celice vračajo v tekočino, disperzije skupkov, pri čemer se 
sproščajo skupine celic in površinske disperzije, pri čemer se struktura biofilma premika po 
površini (Stoodley in sod., 2004). Razvoj biofilma in prehajanje celic iz biofilma nazaj v 
okolje sta uravnavana z geni, pomembna je ekspresija enega ali večih genov (Van Houdt in 
Michiels, 2005; Dunne, 2002). Pri Gram negativnih bakterijah, med katere spada bakterija E. 
coli, je pomembna regulacija ekspresije od gostote odvisnih genov signalnih molekul, ki 
služijo medcelični komunikaciji, kot so na primer acil homoserin laktoni (AHL) (Van Houdt 
in Michiels, 2005). 
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Slika 1: Razvoj biofilma (Van Houdt in Michiels, 2005: 627) 
 
2.4 VLOGA CsrA PRI FORMACIJI BIOFILMA BAKTERIJE E. coli 
 
V zadnjih letih so bile narejene obsežne raziskave CsrA proteina. RNK vezavni globalni 
regulatorni protein CsrA (carbon storage regulator - regulator shranjevanja ogljika) bakterije 
E. coli ima vlogo kot zaviralec formacije biofilma in aktivator odcepljanja celic iz biofilma 
pod različnimi pogoji gojenja (Jackson in sod., 2002). Najprej je veljalo, da CsrA vpliva na 
strukturiranje biofilma samo preko represije metabolizma glikogena in da ima regulatorni 
učinek na regulator flhDC, ki uravnava gibanje. Po nekaj urah po začetku rasti na površini 
izražanje csrA namreč upade, kar se ujema s profilom upada ekspresije flagelarnih genov po 
vezavi celic na površino. Izražanje csrA se poveča po nastanku zrelega biofilma, po recimo 2 
dneh rasti. Povečano izražanje lahko vodi do povratka gibanja, plavanja. Povečano izražanje 
csrA je vzrok za disperzijo biofilma. Kasneje so pokazali, da CsrA vpliva tudi na sintezo 
adhezina PGA, vpliva direktno na posttranskripcijskem nivoju in mogoče indirektno na 
izražanje operona pgaABCD preko do sedaj še neznanega regulatorja. CsrB in CsrC sta dve 
molekuli RNK, katerih produkti ob izražanju zavirajo aktivnost CsrA z razgradnjo le-tega 
proteina. Delecija csrB ali csrC tako zavirata formacijo biofilma. Csr system vključuje tudi 
UvrY protein, ki je regulator dvokomponentnega sistema BarA/UvrY. CsrA je potreben za 
aktivnost UvrY, UvrY aktivira izražanje csrB in tako izvaja ekspresijo negativne regulatorne 
zanke CsrA/CsrB/CsrC (Beloin in sod., 2008). 
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Slika 2: Regulacija tvorbe biofilma preko CsrA (Wang in sod., 2005: 1649) 
 
2.5 MEHANIZMI ODPORNOSTI NA PROTIMIKROBNA SREDSTVA V BIOFILMIH 
 
Odpornost proti protimikrobnim sredstvom je splošna značilnost biofilmov (Davies, 2003). 
Odpornost ni posledica le običajnih mehanizmov kot so mutacije, pridobivanje genetskih 
elementov ali uporaba subinhibitornih koncentracij antibiotika, s čemer vpodbudimo 
odpornost. Identificirane so bile tudi določene naravne poti odpornosti biofilma (Anderson in 
O’Toole, 2008; Stewart, 2002). Lahko pa delujejo naravni in inducirani mehanizmi skupaj 
(Cos in sod., 2010). Postaja jasno, da so vsi mehanizmi pomembni za izredno odpornost 
biofilmov proti protimikrobnim učinkovinam (Davies, 2003). 
 
2.5.1 Naravni mehanizmi odpornosti biofilma 
 
2.5.1.1  Oteženo prehajanje in inaktivacija med prehodom skozi matriks 
 
Zunajcelični matriks biofilma lahko fizično onemogoči prehod protimikrobnih sredstev v 
pritrjeno združbo. (Lindsay in von Holy, 2006; Cloete, 2003; Davies, 2003). Možna vzroka za 
to sta lahko večja viskoznost in izključitev zaradi velikosti. Matriks ni nepropustna plast, 
difuzija je nekoliko zmanjšana glede na difuzijo v vodi (Gilbert in sod., 2003). Glikokaliks 
predstavlja reakcijsko – difuzijsko bariero za protimikrobna sredstva. Skupaj z zakasnjeno 
difuzijo penetracijo sredstev povečuje tudi ionske interakcije med matriksom in 
protimikrobnim sredstvom (Ryder in sod., 2007). Pride lahko do adsorpcije ali reakcij na 
površini, kar zmanjša količino sredstva, ki je na voljo za interakcijo s celicami v biofilmu 
(Davies, 2003). Odpornost proti biocidoma klor in jod bi lahko bila posledica kovalentnih 
interakcij s komponentami matriksa (Brown in sod., 1995). Pride pa lahko tudi do encimske 
razgradnje protimikrobnega sredstva, na primer če so beta laktamaze in katalaze ujete v 
matriks (Lindsay in von Holy, 2006). 
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Slika 3: Mrtve celice v biofilmu po tretiranju s sredstvi – prehod sredstva (Davies, 2003: 116) 
 
2.5.1.2 Upočasnjena rast biofilma 
 
Ko so celice v okolju z manj hranili, začnejo rasti počasneje. Preklop iz eksponentne rasti v 
upočasnjeno rast (stacionarno) ali celo zaustavitev rasti ponavadi spremlja tudi večja 
odpornost proti protimikrobnim sredstvom. Takšno počasno rast lahko opazimo v biofilmu. V 
biofilmu pride v času rasti celic do pomanjkanja hranil, kar posledično vodi do večje 
odpornosti (Mah in O'Toole, 2001; Davies, 2003). Raziskava učinka hitrosti rasti je pokazala, 
da se je občutljivost pri planktonskih celicah in celicah v biofilmu na tobramicin ali 
ciprofloksacin povečala s hitrejšo rastjo, kar podpira vloge počasne rasti pri odpornosti proti 
protimikrobnim sredstvom (Evans in sod., 1991). Počasna rast bakterije Pseudomonas 
aeruginosa je imela enak učinek na odpornost pri planktonskih kot tudi pri celicah v biofilmu. 
Z večanjem hitrosti rasti so postale planktonske celice bolj občutljive za ciprofloksacin v 
primerjavi s celicami v biofilmu, kar kaže na to, da na odpornost celic v biofilmu vplivajo še 
druge lastnosti (Evans in sod., 1991). Ugotovili so, da odpornost pri planktonskih celicah in 
celicah v biofilmu narašča s približevanjem stacionarni fazi (Desai in sod., 1998). Pri obeh se 
je maksimalna odpornost pojavila v stacionarni fazi, pri tem so bile celice v biofilmu 15 x bolj 
odporne kot planktonske celice. To kaže na to, da so pomembni še drugi faktorji za določen 
nivo odpornosti kot le hitrost rasti, počasna rast pri tem prispeva k dodatni zaščiti. Ta faktor bi 
lahko bil povezan z naraščajočo gostoto celic med pozno fazo eksponentne rasti (Mah in 
O'Toole, 2001). Nekatere študije so pokazale, da se mehanizmi razlikujejo za različne 
antibiotike. Ne glede na to da je počasna rast pri biofilmih bakterije P. aeruginosa pomembna 
za odpornost proti tetraciklinu, ne vpliva na odpornost proti tobramicinu (Brooun in sod., 
2000). 
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2.5.1.3  Razlike v metabolni aktivnosti celic znotraj biofilma 
 
Ko razmišljamo o biofilmih je logično predvidevanje, da je vsaka celica v biofilmu podvržena 
malenkost drugačnim okoljskim pogojem, zato lahko opazimo različne hitrosti rasti in fenotipe 
ob pomanjkanju hranil (Gilbert in sod., 2003; Mah in O'Toole, 2001). Pomembna je tudi 
prisotnost odpadnih produktov in signalnih faktorjev, kar vodi v heterogenost znotraj biofilma 
(Mah in O'Toole, 2001). Celice v notranjih slojih biofilma so podvržene stradanju in 
pomanjkanju kisika, zato postanejo dormantne (Aparna in Yadav, 2008; Stewart, 2002). 
Njihov metabolizem se občutno upočasni do zaustavitve rasti in podvojevanja, kar vodi do 
tega, da so veliko manj občutljive za protimikrobna sredstva kot celice v planktonski fazi. 
Pomanjkanje hranil lahko dodatno vpliva tudi na lastnosti celičnega ovoja (Cloete, 2003). 
Vezava celice na površino je pogosto začetna faza v baktericidni funkciji, kar lahko močno 
vpliva na učinkovitost protimikrobnih sredstev. Celice v zunanjih slojih biofilma hitro 
porabijo kisik, tako povzročijo nastanek kisikovega gradienta od površine proti notranjosti (Xu 
in sod., 1998). Odgovor na to je lahko spremenjeno izražanje komponent dihalne verige v 
notranjosti biofilma, povečana učinkovitost v mikroaerofilnih pogojih (Xu in sod., 1998; 
Schembri in sod., 2003). Nekatere celice lahko preklopijo na metabolizem neodvisen od kisika 
(Beenken in sod., 2004). 
 
 
Slika 4: Metabolna aktivnost celic v biofilmu po plasteh (Davies, 2003: 118) 
 
2.5.1.4  Fenotip biofilma 
 
Reakcijsko – difuzijska omejitev in z nutrienti omejeni fenotipi so pomembni mehanizmi 
odpornosti, vendar ne moremo razložiti opazne ekstremne odpornosti biofilmov le s tema 
dvema mehanizmoma (Gilbert in sod., 2003). Celice v zunanjih plasteh biofilma bi bile v tem 
primeru vseeno občutljive za protimikrobne učinkovine. Ideja, ki se širi je, da se v biofilmu 
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pojavi subpopulacija v združbi, ki omogoči borbo proti uničevalnim učinkom protimikrobnih 
sredstev (Mah in O'Toole, 2001). Dodatno obstaja tudi specifičen, neinduciran fenotip 
biofilma, rečemo jim tudi persisterji – biološko programiran fenotip biofilma (Cloete, 2003; 
Jayaraman, 2008; Costerton in sod., 1999). Možno je, da je rezistentni fenotip induciran s 
pomanjkanjem hranil, določenimi tipi stresa, veliko gostoto celic ali kombinacijo vseh naštetih 
(Mah in O'Toole, 2001). Perzistentne celice so bistveno drugačne in bolj odporne proti 
protimikrobnim sredstvom. Ko zaključimo s protimikrobno terapijo hitro ponovno 
rekolonizirajo površino, kar vodi do ponovnega nastanka biofilma (Gilbert in sod., 2003; 
Stewart, 2002). Obstaja več stimulatorjev, kot sta na primer trdna površina ali doseganje 
limitne celične gostote, ki povzroči spremenjeno transkripcijo genov, ki je uravnavana z 
mehanizmom zaznavanja kvoruma (Cos in sod., 2010). 
 
 
 
Slika 5: Mehanizmi odpornosti bakterij proti protimikrobnim sredstvom (Stewart in Costerton, 2001: 136) 
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2.5.1.5  Splošni odziv na stres 
 
Počasna rast nekaterih celic v biofilmu ni le posledica pomanjkanja hranil, ampak tudi 
splošnega odziva na stres, ki se sproži z rastjo v biofilmu. Vodi do fizioloških sprememb, ki 
omogočijo odpornost celicam proti raznolikim okoljskim stresnim razmeram. Celice so tako 
zaščitene pred uničujočimi učinki toplotnega šoka, hladnega šoka, spremembo pH in mnogimi 
kemijskimi sredstvi. σ faktor RpoS je centralni regulator, ki se ne izraža samo v stacionarni 
fazi rasti, ampak je induciran tudi ob visoki celični gostoti, ki prav tako sporoži stresni odziv. 
Pri E. coli, ki nima rpoS ni zmožna tvoriti normalnih biofilmov, na planktonske celice pa 
odsotnost σ faktorja nima učinka, kar je dodatna povezava med RpoS in biofilmi (Mah in 
O'Toole, 2001). 
 
2.5.1.6  Zaznavanje kvoruma 
 
Njegova vloga pri odpornosti proti biocidom še ni popolnoma jasna. Mutanta v sistemu 
zaznavanja kvoruma lasR-lasI pri bakteriji P. aeruginosa ni zmožna narediti biofilma z 
normalno arhitekturo (Davies in sod., 1998). Podatki so pokazali, da so bili biofilmi mutante 
lasI nenormalno občutljivi na tretiranje z SDS (Davies in sod., 1998). Nedavna raziskava je 
razkrila, da ni vpliva okvarjenega sistema zaznavanja kvoruma mutante pri odpornosti na 
detergente in antibiotike (Brooun in sod., 2000). 
 
Za razlago direktne ali indirektne vloge zaznavanja kvorum pri odpornosti proti biocidom so 
potrebne dodatne raziskave (Mah in O'Toole, 2001). 
 
2.5.2 Inducirana odpornost 
 
Pri odpravljanju težav z biofilmi se velikokrat uporablja koncentracija protimikrobnega 
sredstva, ki je učinkovita za odstranjevanje planktonskih celic, vendar je nezadostna za 
bakterije v biofilmu (Gilbert in sod., 2003; Anderson in O’Toole,. 2008; Gilbert in sod., 2002). 
Te nezadostne koncentracije povzročijo selekcijski pritisk, kar vodi v odpornost na 
uporabljeno sredstvo ali vodi do pozitivne regulacije črpalk in pojava navzkrižne odpornosti 
med dezinfekcijskimi sredstvi in antibiotiki (Gilbert in sod., 2003; Jayaraman, 2008; Gilbert in 
sod., 2002; Davies, 2003). Črpalke omogočijo izločajanje kemijsko nesorodnih protimikrobnih 
sredstev iz celice (Mah in O'Toole, 2001). Operon mar za večkratno odpornost proti 
nesorodnim antibiotikom, organskimi topili in dezinfekcijskimi sredstvi , ki je prisoten pri 
velikem razponu Gram negativnih bakterij in črpalka arcAB (oba ima tudi E. coli) se aktivirata 
ob uporabi neletalne koncentracije antibiotikov (tetraciklin, kloramfenikol) in biocidov 
(kvartarne amonijeve spojine, triklosan) (Gilbert in sod., 2003; Jayaraman, 2008). Da bi 
preverili to idejo so raziskovalci opazovali izražanje mar v šarži, kemostatu in kulturah 
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biofilmov z lacZ fuzijo, rezultati niso podprli ideje povečane regulacije mar operona. Nivo 
mar je bil nižji kot pri stacionarni fazi kulture v šarži. Naredili so tudi seve brez mar in acrAB, 
da bi videli vpliv na učinkovitost ciprofloksacina (Maira-Litrán in sod., 2000). To ni imelo 
večjega učinka na povečano odpornost, je pa konstitutivno izražanje acrAB omogočilo 
določen nivo odpornosti proti ciprofloksacinu. Ne glede na te rezultate povečanega izražanja 
mar operona, to ne pomeni, da druge črpalke niso inducirane pri odzivu v biofilmu. Pri P. 
aeruginosa se je ena izmed treh črpalk izkazala kot pomembna pri odpornosti proti 
ofloksacinu. Če bakterija v biofilmu te črpalke nima je bolj občutljiva za ta antibiotik kot 
bakterija v biofilmu, ki ima povečano izražanje te črpalke ob uporabi nizkih koncentracij 
antibiotika. (Brooun in sod., 2000). 
 
Naslednji mehanizem odpornosti, ki je lahko induciran pri celicah v biofilmu, je sprememba 
sestave membranskih proteinov. To lahko vodi v manjšo prepustnost celičnih struktur (Mah in 
O'Toole, 2001). Povečana odpornost bakterije E. coli proti beta laktamskim antibiotikom je 
značilna za mutante ompB, ki je regulator genov, ki kodirajo proteine porinov OmpF in OmpC 
in mutacije ompF (Jaffe in sod., 1982). Če bakterije nimajo OmpF so bolj odporne za 
kloramfenikol in tetraciklin (Pugsley in Schnaitman, 1978). Spremembe izražanja porinov 
vplivajo na intrinzično odpornost bakterij proti protimikrobnim sredstvom. Pri stradajočih 
celicah so spremenjeni deleži glavnih porinov bakterije E. coli (prej omenjenih OmpC in 
OmpF), kar vodi v povečano izražanje manjšega porina OmpC (Liu in Ferenci, 1998). 
Izražanje gena ompC in treh drugih ozmotsko reguliranih genov je povečana pri bakterijah v 
biofilmu, če jih primerjamo s planktonskimi celicami, kar kaže na to, da bakterije v biofilmu 
živijo v okolju z večjim ozmotskim stresom (Prigent-Combaret in sod., 1999). Okolje znotraj 
biofilma lahko vodi do sprememb celične ovojnice, ki ščiti bakterije pred uničujočimi učinki 
protimikrobnih sredstev (Mah in O'Toole, 2001). 
 
2.6 KONTROLA NASTANKA BIOFILMA 
 
Kot je bilo omenjeno že prej je biofilm težko odstraniti, če ga primerjamo s planktonskimi 
celicami, neprimerno težje (Simões in sod., 2010). Kaže, da ni poznane ene same strategije, ki 
bi omogočala nadzor nad biofilmi, niti do sedaj ni poznanega sredstva, ki bi v celoti uničil 
mikrobno populacijo (Simões in sod., 2010; Gilbert in sod., 2002). Pomembno je da 
odstranimo čim večji delež mikroorganizmov, saj tudi manj kot 1 % celotne populacije lahko 
pomeni ponoven pojav biofilma (Simões in sod., 2010). 
 
Trenutno so znani trije pomembni načini nadzora nastanka biofilma. Prvi, ki se ga 
poslužujemo je preprečevanje nastanka biofilma oziroma vezave celic na površino. Če ta 
mehanizem ni uspešen in pride do nastanka zrelega biofilma, je potrebno le-tega uničiti in 
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odstraniti. Če tudi ta mehanizem ni uspešen, je potrebno kolonizirane površine odstraniti in 
zamenjati z novimi (Goller in Romeo, 2008). Načine odstranjevanja lahko ločimo na 
mehanske in kemijske (Videla, 2002). 
 
2.6.1 Odstranjevanje že nastalega biofilma  
 
2.6.1.1  Mehanski način 
 
Pomemben način odstranjevanja biofilma je s pomočjo toka tekočine. Pri tem je pomembno 
kakšna je hitrost toka, visoka namreč povzroči odstranjevanje (1,5 do 2,5 m/s), nižja pa lahko 
omogoča tvorbo biofilma (manj kot 0,5 m/s) (Videla, 2002). Pri metodah čiščenja je treba biti 
pozoren na prisotnost zvarov in nedostopnih mest v sistemih, ki so lahko vir ponovne 
kontaminacije in pritrjevanja. Mehansko odstranjevanje je običajno uporabljeno v kombinaciji 
s tretiranjem z biocidi (Videla, 2002). To je pomembno zato, ker ponavadi sredstva za 
dezinfekcijo ne prehajajo skozi matriks biofilma, ki zato ostane na površini v primeru 
neuspešnega postopka čiščenja. Posledično ne pride do uničenja vseh živih celic v biofilmu. S 
mehanskim postopkom čiščenja (s tokom tekočine) lahko odstranimo 90 % ali več 
mikroorganizmov vezanih na površino. Z uspešnim postopkom čiščenja moramo porušiti ali 
raztopiti EPS matriks, da imajo sredstva za dezinfekcijo dostop do živih celic (Simões in sod., 
2010). 
 
Uporaba visokih temperatur lahko nadomesti fizikalne sile kot so vodna turbulenca in 
mehansko odstranjevanje, uporabljajo se temperature okrog 80 – 90 °C, od 30 do 40 minut. 
(Simões in sod., 2010; Garrett in sod., 2008; Marion-Ferey, 2003). 
 
2.6.1.2  Kemijski način 
 
Dezinfekcija je bolj učinkovita, če ni prisotnih organskih snovi. Na učinkovitost 
protimikrobnega sredstva vplivajo še trdota vode, prisotnost kemijskih inhibitorjev, 
koncentracija uporabljenega sredstva in čas tretiranja s sredstvom. Dezinfekcijo ponavadi 
izvedemo po mehanskem čiščenju, z njo želimo doseči odstranitev živih celic in preprečiti 
mikrobno rast pred ponovnim zagonom proizvodnje (Simões in sod., 2010). 
 
Pri dezinfekcijskih procesih se uporabljajo različni tipi kemikalij kot so kisline, biocidi na 
osnovi aldehidov, jedke snovi, klor, vodikov peroksid, jod, perocetna kislina, fenol, 
bigvanidini in surfaktanti. (Simões in sod., 2010). Pred uporabo določenega biocidnega 
sredstva je treba upoštevati naslednja merila; je sredstvo učinkovito v pH območju, ki ga 
uporabljamo, je stabilno ko je redčeno, je strupeno, varno za uporabo ali dražljivo, katere 
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mikrobe uničuje, kako temperatura vpliva na aktivnost sredstva, je korozivno, je sredstvo 
površinsko aktivno in ali reagira z organskim materialom (Cos in sod., 2010). 
 
BIOCIDI 
 
Biocidi so samostojne komponente, lahko tudi mešanica komponent, s katerimi lahko ubijemo 
mikroorganizme ali pa inhibiramo mikrobno rast. Aktivne komponente so lahko anorganske 
kot so na primer klor, ozon in brom ali organske na primer izotiazoloni, kvartarne amonijeve 
spojine ter aldehidi (gluteraldehid in akrolein) (Videla, 2002). 
 
Biocidi navadno splošno delujejo na večino tipov mikroorganizmov, imajo baktericidni, 
fungicidni in algicidni učinek (Cos in sod., 2010; Videla, 2002). Večinoma določena 
komponenta deluje samo baktericidno in ne nujno fungicidno ter algicidno. Poled tega ni 
nujno, da deluje na vse vrste, lahko deluje samo na določene skupine na primer bakterij in gliv 
(Videla, 2002). Biocidi lahko interagirajo z bakterijsko celično steno ali ovojnico 
(gluteraldehid), spremenijo integriteto citoplazemske membrane (kationska sredstva), 
razklopijo protonsko gibalno silo (organske kisline in estri), zavirajo membranske encime, 
povzročajo navzkrižno povezovanje (aldehidi) ali so interkalirajoči (akridini) (Cos in sod., 
2010). V obzir je treba vzeti kot že omenjeno, katera vrsta mikroorganizmov nam dela težave 
in lastnosti sistema,v katerem tretiramo. Zato je najbolje narediti poskus v laboratoriju, ki čim 
bolj ponazarja dejanske razmere, da določimo optimalne količine aktivne sestavine za določen 
sistem (Videla, 2002). 
 
Oksidirajoči biocidi 
 
V skupino oksidirajočih biocidov uvrščamo klor, brom, ozon in vodikov peroksid. Klor se 
pogosto uporablja v plinski obliki, ki hidrolizira in tvori hipoklorovo kislino ter hidroklorovo 
kislino. Je odlično algicidno in baktericidno sredstvo, čeprav efektivna koncentracija klora po 
penetraciji v biofilm pade (De Beer in sod., 1994). Raziskovalci so merili koncentracijo klora 
v biofilmu in jo primerjali s koncentracijo v okoliški tekočini ter ugotovili, da je koncentracija 
klora v biofilmu le 20 % koncentracija klora v okoliški tekočini. Poleg klora v plinski obliki so 
lahko vir tudi soli hipoklorove kisline kot na primer natrijev hipoklorit ali kalcijev hipoklorit. 
Aktivnost je podobna kot pri plinski obliki klora. Kot nadomestek plinske oblike se uporablja 
tudi klorov dioksid (Videla, 2002). 
 
Uporabljajo se lahko bromovi derivati, eden izmed primerov je hipobromova kislina. 
Učinkovitost bromovih komponent je boljša v večjem območju pH kot hipoklorove kisline. V 
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zadnjih letih je narastla popularnost zaradi superiorne biocidne aktivnosti v prisotnosti 
amonija (Videla, 2002). 
 
Ozon predstavlja zanimivo alternativo, saj je močan oksidant, kar pomeni, da je ekstremno 
učinkovit proti večini vrst bakterij, ki so prisotne v industrijskih sistemih (tudi biofilmih), hitro 
se razgradi, zato ostajajo minimalne koncentracije v sistemu in ni škodljivega efekta na večino 
kovin. Poleg tega je dobro razmerje med učinkovitostjo in ceno (Videla, 2002). 
 
Vodikov peroksid je ekonomsko sredstvo in relativno stabilno. Je zelo varen, uporablja se kot 
osnovna sestavina mnogih farmacevtskih produktov (na primer razkužil za roke) (Videla, 
2002). Pogosto se uporablja v industriji, medicini in živilski industriji. Prednost je, da ima 
širok spekter aktivnosti, med drugim tudi na bakterijske spore. Reagira z biomolekulami kot 
so proteini, lipidi, nukleinske kisline, ki so pomembne za funkcioniranje celic (Linley in sod., 
2012). Povzročajo puščanje citoplazme iz celice zaradi okvare funkcije membrane in 
denaturacijo encimov bakterijskih celic z oksidacijo (Sandle in Saghee, 2013). 
 
Neoksidirajoči biocidi 
 
Lahko so bolj učinkoviti kot oksidirajoči, ker omogočajo kontrolo nad bakterijami, algami in 
glivami, so bolj stabilni ne glede na pH. Pogosto se uporablja kombinacija oksidirajočega in 
neoksidirajočega biocida za optimalno mikrobiološko kontrolo (Videla, 2002). V skupino 
neoksidirajočih biocidov spadajo komponente kot so glutaraldehid, akrolein, kvartarne 
amonijeve komponente, izotiazoloni, itd. Mnoge izmed teh komponent pa so toksične in so 
škodljive za okolje (Videla, 2002). 
 
Gluteraldehid je aktivna komponenta veliko različnih komercialnih biocidov za kontrolo gliv, 
alg in bakterij. Deluje v širokem območju temperature in pH. Njegove funkcionalne skupine 
reagirajo z osnovnimi komponentami proteinov (OH, NH2 skupine), ki so v celični membrani, 
celični steni in citoplazmi. Biocidi vsebujejo še metanol, izopropanol za boljše prehajanje 
gluteraldehida. Dodane so lahko tudi kvartarne amonijeve spojine, kar poveča biocidno 
aktivnost pod določenimi pogoji (Videla, 2002). 
 
Kvartarne amonijeve spojine kot biocidi delujejo na mikrobne celice kot detergenti, raztapljajo 
lipide in tako povzročajo sproščanje celične vsebine (Videla, 2002). Povzročajo koagulacijo 
citoplazme preko interakcije s fosfolipidi (Sandle in Saghee, 2013). Dodatno lahko 
preprečujejo formacijo polisaharidnega materiala, ki se sprošča med procesom kolonizacije 
bakterij. Biocidi s kvartarnimi amonijevimi spojinami lahko vsebujejo tudi kalijev hidroksid, 
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alkohole, itd. Alkohol ima določene baktericidne lastnosti in dobro prehaja. Uporablja se v 
zaprtih sistemih in separatorjih plin/tekočina (Videla, 2002). 
 
Izotiazolini vsebujejo žveplo, dušik in kisik ter so hitro delujoči biocidi, ki zavirajo rast, 
metabolizem in razvoj biofilma bakterij ter alg. Pri mikrobiološki kontroli se ponavadi 
uporablja v klorirani ali metilirani formulaciji, lahko je raztopljen tudi v vodi. Deluje v 
širokem pH območju (Videla, 2002). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
Pri delu smo uporabili reagente, materiale in aparate, ki sem jih navedla v preglednicah 1, 2 ter 
3. 
 
Preglednica 1: Reagenti 
 
Reagenti Proizvajalec 
D - glukoza Sigma Aldrich, ZDA 
Laktoza Sigma Aldrich, ZDA 
D - fruktoza Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Saharoza Sigma Aldrich, ZDA 
Amonijev klorid (NH4Cl) Merck, Nemčija 
Peptokompleks Biolife, Italija 
Kvasni ekstrakt Biolife, Italija 
Luria Bertani (LB) z agarjem Sigma Aldrich, ZDA 
Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4) Sigma Aldrich, ZDA 
Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4) Merck, Nemčija 
Natrijev klorid (NaCl) Sigma Aldrich, ZDA 
Kalijev klorid (KCl) Sigma Aldrich, ZDA 
70 % etanol Itrij, Slovenija 
30 % H2O2 Merck, Nemčija 
Dimetil sulfoksid Sigma Aldrich, ZDA 
Klercide Sporicidal Chlorine / Quat Ecolab, ZDA 
Klercide Sporicidal Low Residue Peroxide Ecolab, ZDA 
Barvilo LIVE/DEAD Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Kristal vijolično Merck, Nemčija 
Kanamicin sulfat Sigma Aldrich, ZDA 
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Preglednica 2: Material 
 
Material Proizvajalec 
Mikrocentrifugirke Brand, Nemčija 
Nastavki za pipete (20, 100, 1000 µL) Eppendorf, Nemčija 
Samostoječe centrifugirke 50 mL ISO Lab, Nemčija 
Predmetna stekelca Assistent, Nemčija 
Krovna stekelca 20 * 20 mm Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Krovna stekelca 24 * 60 mm Brand, Nemčija 
Petrijeve plošče Golias, Slovenija 
Steklovina SIMAX, Češka 
Merilni valj ISO Lab, Nemčija 
Pipete Eppendorf, Nemčija 
Cepilne zanke Golias, Slovenija 
Brisi Golias, Slovenija 
Plastenke Golias, Slovenija 
Razmazovalne palčke Wipak, Finska 
Pincete Bastos Viegas, Portugalska 
 
Preglednica 3: Naprave 
 
Naprave Proizvajalec 
Mikroskop Zeiss Axio Observer Z1, Nikon Eclipse Ni-U 
Reometer Anton Paar, Avstrija 
Centrifuga Eppendorf, Nemčija 
Vorteks IKA IKA works, Nemčija 
Sonikator Asonic, Slovenija 
Tehtnica vibra Tehtnica, Slovenija 
Fotometer Metrel, Slovenija 
Komora z laminarnim tokom zraka ESCO, Singapur 
Inkubator 30-35 °C Binder, Nemčija 
Stresalnik Tehtnica, Slovenija 
Hladilnik Sanyo medical Sanyo, Japonska 
Zamrzovalnik Gorenje, Slovenija 
Mešalo Rotamix 550 MMH Tehtnica, Slovenija 
 
3.1.1 Pufer, gojišča in kemikalije: 
 
 PBS (fosfatni pufer): 
V 1 L deionizirane vode smo zatehtali 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,44 g Na2HPO4 in 0,24 g 
KH2PO4. Ko so se vse sestavine raztopile, smo umerili raztopino na pH 7,0 s pomočjo 
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dodajanja HCl. Nato smo pripravljeni pufer avtoklavirali pri 121 °C, 21 minut in ga spravili na 
sobni temperaturi za kasnejšo uporabo. 
 
 Plošče LB Km: 
Za pripravo plošč LB Km smo v 1 L deionizirane vode zatehtali 35 g LB agarja in dobro 
premešali. Sledilo je avtoklaviranje pri 121 °C, 30 minut. Po avtoklaviranju smo gojišče dali v 
kopel, da se je ohladilo na 50 °C. Po ohlajanju smo dodali 1 mL kanamicin sulfata v 
koncentraciji 50 ali 100 mg/mL, ki smo ga predhodno pripravili in sterilno prefiltrirali in 
dobro premešali. Gojišče smo razlili v petrijeve plošče in pustili čez noč, da se je gojišče 
strdilo. Nato smo plošče dali v hladno sobo na 2-8 °C, kjer smo jih shranili do uporabe. 
 
 Agarske plošče za gojenje večje količine biofilma: 
Za pripravo plošč za gojenje večje količine biofilma smo v 100 mL deionizirane vode dodali 
0,188 g KH2PO4, 0,26 g Na2HPO4, 2,2 g glukoze, 1 g peptona in 0,5 g kvasnega ekstrakta med 
mešanjem. Namesto glukoze smo uporabljali tudi laktozo, v tem primeru smo dodali 2,3 g 
monohidrirane laktoze. Poleg tega smo dodali še 2 g agarja in vse skupaj dobro premešali. 
Nato smo dali gojišče avtoklavirati. Avtoklavirano gojišče smo prenesli v kopel, da se je 
ohladilo do primerne temperature, razlili v predhodno avtoklavirane steklene petrijevke 
(premer petrijevk 23 cm) in pustili preko noči, da se je gojišče strdilo. 
 
 Minimalno gojišče z dodano glukozo (1 %): 
V 1 L deionizirane vode smo dodali 1,88 g KH2PO4, 2,6 g Na2HPO4, 10 g glukoze in 5 g 
NH4Cl. Gojišče smo avtoklavirali pri 110 °C 25 minut (zaradi vsebnosti sladkorja, pod 
enakimi pogoji smo avtoklavirali vsa gojišča s sladkorji). Po zaključenem avtoklaviranju in 
hlajenju smo dodali še 2 mL predhodno pripravljene in sterilno prefiltrirane raztopine 1 M 
MgSO4 ter 100 µL prav tako predhodno pripravljene in sterilno prefiltrirane raztopine 1 M 
CaCl2. Gojišče smo do uporabe spravili na sobno temperaturo. 
 
 Minimalna gojišče z različnimi sladkorji (1 %): 
1,88 g KH2PO4, 2,6 g Na2HPO4 in 5 g NH4Cl smo dali v 1 L deionizirane vode med 
mešanjem. Dodali smo 10 g fruktoze, 10 g saharoze, 10 g glukoze ali 10,5 g monohidirane 
glukoze Ko so se vse sestavine raztopile smo raztopino avtoklavirati. Po avtoklaviranju smo 
aseptično dodali še 2 mL predhodno pripravljene in sterilno prefiltrirane raztopine 1 M 
MgSO4 ter 100 µL predhodno pripravljene in sterilno prefiltrirane raztopine 1 M CaCl2. Nato 
smo gojišče shranili na sobno temperaturo. 
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 Bogata gojišča z različnimi sladkorji:  
Za pripravo tega gojišča smo v 1 L deionizirane vode dodali 1,88 g KH2PO4, 2,6 g Na2HPO4, 
22 g glukoze ali 23,1 g laktoze, 10 g peptona in 5 g kvasnega ekstrakta med mešanjem. 
Pripravljeno gojišče smo avtoklavirali in po tem gojišče spravili na sobno temperaturo. 
 
 Protimikrobna sredstva: 
Za testiranje učinkovitosti smo uporabili nekomercialno protimikrobno sredstvo 6 % peroksid, 
ki smo ga pripravili tako, da smo k 200 mL 30 % peroksida dodali 800 mL PBS. Poleg tega 
smo uporabili še dve komercialno dostopni biocidni sredstvi in sicer Klercide Sporicidal Low 
Residue Peroxide (Klercide Biocide C) in Klercide Sporicidal Chlorine/Quat (Klercide 
Biocide B). Klercide Biocide C je mešanica 6 % peroksida in deionizirane vode, Klercide 
Biocide B pa je sterilni biocid, ki se uporablja v čistih sobah in vsebuje stabiliziran klorov 
dioksid ter kvartarne amonijeve spojine. 
 
 Priprava mešanice barvil LIVE/DEAD: 
V 10 µL dimetil sulfoksida v mikrocentrifugirki smo odpipetirali 1 µL barvila SYTO 9 in 1 
µL propidijevega jodida ter vorteksirali. Mešanico smo spravili v zamrzovalnik do uporabe. 
Tik pred barvanjem smo mešanico še dodatno redčili in sicer smo v 100 µL PBS odpipetirali 1 
µL predhodno odmrznjene in voteksirane mešanice barvil v dimetil sulfoksidu. 
3.1.2 Testni mikroorganizmi 
 
Za teste občutljivosti biofilma na protimikrobna sredstva smo uporabili sev bakterije E. coli 
MG1655, ki nosi zapis za protein gfp na plazmidu z odpornostjo proti kanamicinu.  
Uporabili smo sev bakterije E. coli MG1655 csrA, ki ima omenjen gen prekinjen z genom za 
kanamicinsko rezistenco. Ta bakterija tvori debelejše biofilme. 
 
3.1.3 Priprava stekelc za gojenje biofilmov 
 
Stekelca za gojenje biofilmov smo pred vstavljanjem v gojišče tretirali v sonifikacijski kadi, 
najprej 5 minut tretiranja s 70 % etanolom, da bi odstranili nečistoče iz predmetnih in 
polimetil metaakrilatnih (PMMA) stekelc. V nadaljnem tekstu bomo za ta stekelca uporabljali 
oznako pleksi steklelca. Sledilo je še 10 minutno tretiranje s 6 % peroksidom, s tem smo 
poskrbeli za sterilnost stekelc. Po zaključku tretiranja smo s pinceto stekelca ob ognju spirali z 
avtoklavirano miliQ, da bi sprali preostanek peroksida iz površine stekelc. Po spiranju smo jih 
spravili v avtoklavirano stekleno petrijevko pokrito z aluminijasto folijo do uporabe. 
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3.2 METODE 
 
3.2.1 Gojenje prekonočne kulture bakterije 
 
Najprej smo bakterijo E. coli MG1655 16 h na 28 °C gojili na ploščah LB Km (50 µg/mL) 
oziroma na ploščah LB Km (100 µg/mL), ko smo gojili bakterijo E. coli MG1655 csrA. V 
predhodno avtoklavirano erlenmajerico z utori in rilčkom smo aseptično z merilnim valjem 
natočili 10 mL gojišča. V gojišče smo s cepilno zanko inokulirali bakterijo in gojili na 28 °C, 
16 ur na stresalniku z 200 obratov na minuto. 
 
3.2.2 Postopek gojenja biofilma 
 
V samostoječe centrifugirke smo ob ognju nalili 25 mL ustreznega gojišča. Gojišče smo 
inokulirali s 50 µL prekonočne bakterijske kulture, nato smo inokulirano gojišče vorteksirali. 
V valjaste epruvete s konusnim dnom smo ob ognju s sterilno pinceto vertikalno vstavili 
stekelca in jih dali na inkubacijo pri 37 °C na stresalniku s 50 obrati na minuto za 24 ur. Po 
preteku 24 urne inkubacije smo prestavili stekelca s sterilno pinceto v nova sveža gojišča v 
falkonkah in jih dali nazaj na stresalnik. To smo ponovili dvakrat do končne inkubacije, ki je 
bila 72 ur. Kot negativno kontrolo smo vstavili tudi sterilna predmetna in pleksi (PMMA) 
stekelca v neinokulirano gojišče v falkonkah in inkubirali enako kot je opisano zgoraj. 
Poskuse smo izvedli v treh neodvisnih ponovitvah v treh tehničnih ponovitvah.  
 
3.2.3 Opazovanje biofilma pod mikroskopom 
 
Ob izbranem času smo stekelca vzeli iz falkonk in jih sprali z miliQ vodo z avtomatsko pipeto 
(5 mL na vsaki strani). Biofilme smo posušili na zraku, nato sledilo je mikroskopiranje. Po 24, 
48 in 72 urah smo razvoj biofilma opazovali z DIC mikroskopom (diferenčni interferenčni 
kontrast) pod 10 x in 20 x povečavo.  
 
3.2.4 Določanje odstotka pokritosti površine z biofilmom 
 
Odstotek pokritosti površine smo določali po 24, 48 in 72 urah. Najprej smo stekelca z 
biofilmi spirali s PBS (5 mL na vsaki strani). Nato smo preparat fiksirali s pomočjo ognja in 
stekelca barvali s kristal vijoličnim barvilom. Po preteku 15 minut smo stekelca vzeli iz 
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barvila, spirali z destilirano vodo s kapalko (5 mL na vsaki strani stekelca) in jih sušili na 
zraku.  
 
Biofilme pobarvane z barvilom kristal vijolično smo slikali tako, da smo se postavili na 
območje interfaze in naredili mozaik 25 slik pod 10 x povečavo vzdolž stekelca v svetlem 
vidnem polju, slike smo kasneje uporabili za nadaljno analizo v programu ImageJ. V 
programu ImageJ smo odprli sekvence 25 slik in najprej določili prag, do kam segajo 
posamezne cone. 1. cona predstavlja območje, kjer je z biofilmom pokrite od 90 % do 100 % 
celotne površine, 2. cona, kjer je z biofilmom pokrite od 10 % do 90 % celotne površine in 
3.do 10 %. Potem smo na izbrani seriji slik vsake cone nastavili intenziteto sivine, da smo 
izključili ozadje. Nato smo s funkcijo meri v programu ImageJ pridobili odstotek pokritosti 
površine v coni. Širino con pa smo merili s pomočjo funkcije merjenja dolžine v programu 
AxioVision. 
 
3.2.5 Pokritost površine 
 
Iz deleža pokrite površine [% A], širine cone [l] in širine stekelc [b] smo izračunali površino 
[A], ki je pokrita z biofilmom v enotah mm2. 
 
                        ... (1) 
 
Pri pleksi stekelcih smo upoštevali razmerje med širino predmetnih in pleksi stekelc, saj so 
bila ožja. Pokrito površino pleksi stekelc smo pomnožili z dobljenim razmerjem. 
 
3.2.6 Testiranje učinkovitosti protimikrobnih sredstev na biofilmih 
 
Po 48 urnem gojenju biofilmov, kot je opisano pri poglavju 3.2.2, smo stekelca vzeli iz 
falkonk s sterilno pinceto. Stekelca smo spirali s PBS z avtomatsko pipeto (5 mL na vsaki 
strani). Sprane biofilme na stekelcih smo vstavili v predhodno pripravljene samostoječe 
centrifugirke s 30 mL protimikrobnega sredstva 6 % peroksida, Klercide Biocide B ali 
Klercide Biocide C oziroma v 30 mL PBS, kar je predstavljalo negativno kontrolo. Biofilme 
smo tretirali 2, 20 in 60 minut. Po tretiranju smo stekelca z biofilmi dali v vlažno komoro 
(stekleno petrijevko z mokro brisačko, da ne bi prišlo do izsuševanja). Odpipetriali smo 4 x po 
5 µL mešanice barvil (opisano v poglavju 3.1.1 - Priprava mešanice barvil LIVE/DEAD) 
vzdolž stekelca in ga pokrili s krovnikom velikosti 24 * 60 mm ter petrijevko, v katerem smo 
barvali stekelca z biofilmi ovili v aluminijasto folijo in pustili 30 minut na sobni temperaturi. 
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Nato smo barvane biofilme mikroskopirali pod 20 x povečavo s fluorescenčno tehniko s 
filtrom 38HE in s filtrom 43HE ter naredili več slik za kasnejšo obdelavo s programom 
ImageJ. S programom smo določali število živih in mrtvih celic v biofilmu (opisano v 
poglavju 3.2.8), iz česar smo kasneje izračunali odstotek mrtvih celic. Pod gfp filtrom so bile 
zelene žive celice, rdeče pa mrtve celice. Poskuse smo ponovili trikrat v treh paralelkah. 
 
3.2.7 Testiranje učinkovitosti sredstev na bakterijah v planktonski fazi 
 
S cepilno zanko smo inokulirali bogato gojišče z glukozo z bakterijo E. coli MG1655 in gojili 
preko noči na 28 °C v erlenmajerici z rilčkom. Naslednji dan smo prenesli 2 % (v/v) 
prekonočne kulture v sveže bogato gojišče z glukozo in inkubirali 2,5 ure do celične gostote 
107 na 1 mL, kar smo preverili določanjem števila bakterij na ploščah LB Km (50 µg/mL). 
Redčili smo do 10-7 in na gojišče odpipetirali po 100 µl redčitve 10-5, 10-6 in 10-7, končne 
koncentracije na ploščah so bile 106, 107 in 108. Učinkovitost smo testirali na 100 x redčeni, 
neredčeni in 100 x zgoščeni kulturi. Ko smo pripravili prej omenjene redčitve bakterij smo 
bakterije dvakrat sprali s centrifugiranjem 5 minut na 8000 g. Potem smo pelet resuspendirali 
v 1 mL PBS in prepipetirali po 300 µL v nove mikrocentrifugirke ter jih centrifugirali 5 minut 
na 8000 g. Odlili smo supernatant in resuspendirali v 300 µL protimikrobnega sredstva 
oziroma v 300 µL PBS za negativno kontrolo. Tretirali smo 20 minut in centrifugirali 5 minut 
na 8000 g. Spet smo odlili supernatant in pelet resuspendirali v 300 µL PBS. Tretirane celice 
smo barvali z barvilom LIVE/DEAD tako, da smo tretiranim celicam v PBS dodali 3 µL 
mešanico barvil v dimetil sulfoksidu in vorteksirali ter počakali 20 minut. Potem smo 
odpipetirali 10 µL pobarvanih tretiranih celic v PBS na predmetno stekelce in pokrili s 
krovnikom velikosti 20 * 20 mm ter preparate mikroskopirali pod 20 x povečavo s 
fluorescenčno tehniko. Z mikroskopom smo naredili tudi več slik za nadaljno obdelavo, kjer 
smo s pomočjo programa ImageJ določali število živih in mrvih celic. Rdeče celice so 
predstavljale mrtve in zelene žive celice. Trikrat smo ponovili poskuse v treh ponovitvah 
znotraj vsakega. 
3.2.8 Določanje števila živih in mrtvih celic 
 
V primeru, da so bile vezane posamezne celice (3. cona v biofilmu) ali v planktonski kulturi 
smo prešteli število zelenih živih celic in rdečih mrtvih celic s pomočjo programa ImageJ. Na 
sliki tretiranega in barvanega biofilma z barvilom LIVE/DEAD pa smo si izbrali referenčno 
območje, kjer so bile vidne posamezne celice, izmerili intenziteto fluorescence ter prešteli 
število posameznih celic na tem območju. Potem smo merili še integrirano gostoto na celotni 
sliki in izračunali razmerje med integrirano gostoto na celotni sliki ter integrirano gostoto na 
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referenčnem območju. To razmerje smo pomnožili s številom celic na referenčnem območju 
posameznih in dobili število vseh celic na sliki. Na ta način smo dobili oceno za število 
zelenih živih celic in število rdečih mrtvih celic. 
 
                  ... (2) 
 
kjer je Nživih/mrtvih celic število živih oziroma mrtvih celic, IGcela slika intenziteta fluorescence 
bakterijskih celic na celi sliki, IGdel slike integrirana gostota na delu slike, kjer so posamezne 
celice, Ndel slike število celic na delu slike, kjer so posamezne celice. 
 
Iz števila mrtvih celic [Nmrtvih celic] in števila vseh celic [Nvseh celic], ki smo ga izračunali s 
seštevanjem števila mrtvih in živih celic [Nživih celic], smo izračunali odstotek mrtvih celic. 
 
               ... (3) 
 
3.2.9 Gojenje večje količine biofilma 
 
Za gojenje večje količine biofilma za potrebe reologije smo odpipetirali 5 mL prekonočne 
kulture na gojišče v stekleni petrijevki in razmazali po celotnem gojišču z vrtenjem petrijevke. 
Steklene petrijevke smo nato dali na 37 °C za 24 ur. 
 
3.2.10 Testiranje reologije biofilmov 
 
Za testiranje reologije smo po 24 urah gojenja s predmetnim stekelcem previdno postrgali 
nastali biofilm (gojenje sem opisala pri poglavju 3.2.9), ki smo ga nato premešali s spatulo, da 
je prišlo do homogenizacije vzorca, da bi pridobili reprezentativen vzorec. Potem smo 
zadostno količino biofilma (da je biofilm ob stisku pokril celotno površino med ploščama 
reometra) s pomočjo spatule nanesli na reometer Anton Paar Physica MCR 301. Merili smo s 
sistemom plošča – plošča (premer 49,975 mm) pri (20,0 ± 0,01) °C. Za merjenje viskoznosti 
smo uporabili strižno hitrost v območju od 0,01 do 1000 1/s, pri 40 točkah, čas meritev v 
posameznih meritvenih točkah je padala od 100 do 0,1 s, za merjenje viskoelastičnosti smo 
uporabili strižno amplitudo v območju od 0,001 % do 1000 %, pri 20 točkah, čas meritev v 
posameznih točkah je padala od 100 do 10 s. Rezultate smo s pomočjo programa Excel 
obdelali, izračunali smo povprečje po točkah vseh opravljenih meritev in izračunali standardno 
napako prav tako po točkah. Reologijo smo merili v treh ponovitvah v treh paralelkah. 
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Dodatno smo preverili statistično značilnost razlik pri pokritosti površin z biofilmom in 
protimikrobni učinkovitosti s programom Excel. P- vrednost smo nastavili na 0,05. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 POKRITOST POVRŠINE Z BIOFILMI 
 
Preverili smo vpliv različnih gojišč na pokritost površine stekla in pleksi (PMMA) stekla z 
biofilmom bakterije E. coli MG1655 w.t. Rezultati so prikazani na sliki 6. Primerjali smo 
vpliv vira ogljika (fruktoza, saharoza, glukoza, laktoza), kompleksnosti vira ogljika 
(minimalno, bogato gojišče) in površine (steklo, pleksi). Biofilmi so najslabše rasli v 
minimalnem gojišču z dodano fruktozo in saharozo, razlika med biofilmom na teh dveh virih 
ogljika ni signifikantna. Boljša je bila rast biofilmov v minimalnem gojišču z glukozo in 
laktozo, pokritost z biofilmi je bila značilno večja ob uporabi bogatega gojišča z dodano 
glukozo in laktozo. Iz rezultatov je razvidno, da je največja pokritost z biofilmom v primeru 
gojenja na pleksi steklu v bogatem gojišču z dodano laktozo.  
 
 
 
 
Slika 6: Skupna pokrita površina stekla in pleksi stekla po 48 urni inkubaciji v odvisnosti od gojišča in površine. 
Narejene so bile tri neodvisne ponovitve poskusa in znotraj vsake tri tehnične ponovitve. Prikazane so povprečne 
vrednosti in standardne napake. 
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Razvit biofilm bakterije E. coli po 48 urah inkubacije, ki smo ga gojili na steklu ali na pleksi 
steklu v bogatem gojišču z laktozo je prikazan na Sliki 7. Iz slike je razvidno, da pokritost 
površine pada v vertikalni smeri z oddaljevanjem od interfaze gojišče - zrak. V strukturi 
biofilma lahko ločimo tri cone, 1. cona predstavlja površino stekelca, kjer je pokritost površine 
z biofilmom med 90 in 100 %, ta cona se nahaja na interfazi gojišče – zrak. Pod njo je 2. cona, 
pri kateri je z biofilmom pokrite med 10 in 90 %, zadnja pa je 3. cona, kjer je pokritost z 
biofilmom manj kot 10 %. Pri tej zadnji vidimo vezane pretežno posamezne celice. Po 24 urah 
inkubacije je bila širina 1. cone 0,4 mm in se je po 72 urah inkubacije povečala na 1,4 mm, 
povprečno je bilo 94 % površine pokrite z biofilmom. Širina 2. cone se je signifikantno 
povečala iz 0,5 mm po 24 urni inkubaciji na 7,0 mm po 72 urni inkubaciji. 3. cona pa se je 
zožala na račun širjenja 1. in 2. cone iz 19 mm na 11 mm, v tej coni so bile večinsko prisotne 
posamezne celice in manjše število skupkov celic. 
 
Pri biofilmu na pleksi stekelcu sta po 24 urni inkubaciji prisotni le 2. cona in 3. cona. Po 48 
urni inkubaciji je bila situacija precej spremenjena prisotni sta bili 1. in 2. cona, medtem ko 3. 
cone ni bilo več. 1. cona se je pri tem signifikantno povečala. Z daljšanjem časa inkubacije se 
1. cona povečala do 10 mm. V primerjavi z biofilmom na steklu je biofilm na pleksi steklu 
bistveno gostejši.  
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Slika 7: Biofilm, ki smo ga gojili na steklu (A) in pleksi steklu (B) v bogatem gojišču z dodano laktozo. 
Vertikalni stolpci prikazujejo 10 zaporednih mikroskopskih slik pri nizki povečavi po predhodnem barvanju s 
kristal vijoličnim po 48 urni inkubaciji. Označene so cone z različno pokritostjo površine z biofilmom. Za 
posamezno cono so prikazane reprezentativne mikroskopske slike pri večji povečavi. Merilo predstavlja 20 µm. 
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Preglednica 4: Pokrita površina stekla in pleksi stekla z biofilmom bakterije E. coli MG1655 w.t. po conah in po 
času inkubacije v odvisnosti od gojišča 
 
Pokrita površina [mm2] 
Gojišče 
in 
površina 
Bogato gojišče z 
glukozo, steklo 
Bogato gojišče z laktozo, 
steklo 
Bogato gojišče z laktozo, 
pleksi 
Cona 
Čas 
1. 
cona 
2. 
cona 
3. 
cona 
1. 
cona 
2. 
cona 
3. 
cona 
1. 
cona 
2. 
cona 
3. 
cona 
24 h 4,09 ± 
0,38 
5,98 ± 
0,37 
2,14 ± 
0,15 
8,63 ± 
0,89 
5,19 ± 
0,59 
5,50 ± 
2,08 
0 
1,29 ± 
0,32 
6,49 ± 
0,99 
48 h 34,86 
± 2,04 
11,6 ± 
1,56 
2,60 ± 
0,28 
17,41 ± 
1,56 
13,21 ± 
2,70 
9,58 ± 
1,57 
73,71 ± 
5,02 
192,96 
± 10,15 
0 
72 h 36,19 
± 1,55 
45,43 
± 5,09 
5,33 ± 
0,73 
34,02 ± 
4,91 
51,27 ± 
10,42 
16,33 ± 
3,24 
231,85 
± 1,47 
221,55 
± 5,08 
0 
 
Pri biofilmih, kjer je bila pokritost površine z biofilmi največja smo primerjali razvoj 
biofilmov skozi čas, kar je prikazano v Preglednici 4. Vidimo lahko, da se pokritost površine z 
biofilmi, ki smo jih gojili v različnih gojiščih z daljšanjem inkubacije, v vseh conah viša, z 
izjemo biofilma na pleksi steklu v 3. coni, ki se na račun 1. in 2. cone zniža. Če primerjamo 
biofilm, ki smo ga gojili na steklu v bogatem gojišču z dodano glukozo z biofilmom z dodano 
laktozo vidimo, da je biofilma več v bogatem gojišču z dodano laktozo, razlika pri tem ni 
signifikantna. V primeru ko smo biofilm gojili na pleksi steklu je bila pokritost površine z 
biofilmom bistveno večja. Po 48 urah je bilo na steklu v gojišu z dodano laktozo skupno 40,2 
mm2 biofilma, na pleksi steklu pa 265,7 mm2 biofilma, kar je 6,6 x več kot pri steklu. Razlika 
je pri tem v rasti na steklu in pleksi steklu signifikantna. 
 
Preglednica 5: Pokrita površina pleksi stekla z biofilmom bakterije E. coli MG1655 w.t. in E. coli MG1655 csrA 
v bogatem gojišču z laktozo po času ter conah 
 
Pokrita površina [mm2] 
Sev 
bakterije 
divji tip E. coli MG1655 E. coli MG1655 csrA 
Cona 
Cas 
1. 
cona 
2. 
cona 
3. 
cona 
1. 
cona 
2. 
cona 
3. 
cona 
24 h 
0 1,29 ± 0,32 
6,49 ± 
0,99 
1,55 ± 
0,10 
11,50 ± 
0,69 
9,94 ± 
1,10 
48 h 73,71 ± 
5,02 
192,96 ± 
10,15 
0 
55,19 ± 
4,52 
17,87 ± 
2,47 
18,15 ± 
1,89 
72 h 231,85 ± 
1,47 
221,55 ± 
5,08 
0 
39,20 ± 
3,94 
45,11 ± 
3,94 
12,46 ± 
1,19 
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Primerjali smo tudi razvoj biofilmov divjega tipa bakterije E. coli MG1655 in E. coli MG1655 
csrA (Preglednica 5). Mutanta je naredila debelejši biofilm (do 8 slojev). Če pa pogledamo 
celotno površino pokritno z biofilmom po 48 urah vidimo, da je divji tipa bakterije E. coli 
pokril 266,8 mm2 površine z biofilmom, pri mutanti bakterije E. coli pa je celotna pokrita 
površina le 91,2 mm2, kar je 2,9 x manj kot pri divjem tipu. 
 
4.2 REOLOGIJA BIOFILMOV 
 
 
 
Slika 8: Logaritem viskoznosti v odvisnosti od logaritma strižne hitrost biofilma bakterije E. coli MG1655 w.t. 
na bogatem gojišču z laktozo in bogatem gojišču z glukozo po 24 urni inkubaciji. Narejene so bile tri neodvisne 
ponovitve poskusa in znotraj vsake tri tehnične ponovitve. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne 
napake. 
 
Testirali smo reologijo biofilmov divjega tipa bakterije E. coli, ki so rasli na bogatem gojišču z 
dodano laktozo ali glukozo (Slika 8). Viskozna krivulja biofilma na bogatem gojišču z laktozo 
je v celem območju strižnih sil, ki smo jih testirali, nad viskozno krivuljo biofilma na bogatem 
gojišču z glukozo. Glede na obliko krivulj lahko za oba biofilma rečemo, da kažeta 
psevdoplastično obnašanje. 
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Slika 9: Elastični in viskozni modul v odvisnosti od amplitude strižne deformacije biofilma  E. coli MG1655 w.t. 
na bogatem gojišču z laktozo ter bogatem gojišču z glukozo po 24 urni inkubaciji. Narejene so bile tri neodvisne 
ponovitve poskusa in znotraj vsake tri tehnične ponovitve. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne 
napake. 
 
Na Sliki 9 so prikazani elastični in viskozni moduli biofilmov na bogatem gojišču z dodano 
glukozo ali laktozo. Če primerjamo elastična modula obeh biofilmov vidimo, da je elastični 
modul biofilma na bogatem gojišču z dodano laktozo višji od elastičnega modula na bogatem 
gojišču z glukozo. Enako velja tudi, da je viskozni modul biofilma na bogatem gojišču z 
laktozo višji. Strukura biofilma na bogatem gojišču z glukozo se začne rušiti pri nižji 
amplitudi strižne deformacije kot biofilm na bogatem gojišču z laktozo, kar je razvidno iz 
oscilacijskega testa. Krivulji elastičnega in viskoznega modula biofilma na bogatem gojišču z 
laktozo se križata kasneje, kar kaže na to, da je struktura biofilma na bogatem gojišču z 
laktozo močnejša in bolj viskozna. Oba biofilma se obnašata kot viskoelastična gela. 
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4.3 UČINKOVITOST PROTIMIKROBNIH SREDSTEV 
 
 
 
Slika 10: Odstotek mrtvih celic po 60 minutnem tretiranju s sredstvom Klercide Biocide B v odvisnosti od 
površine, gojišča in cone biofilma. Narejene so bile 3 neodvisne ponovitve poskusa in v vsaki tri tehnične 
ponovitve. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne napake odstotka mrtvih celic v biofilmu. 
 
Na sliki 10 je prikazan odstotek mrtvih celic v biofilmih po 60 minutnem tretiranju s 
sredstvom Klercide Biocide B v 1. in 2. coni biofilma v odvisnosti od vrste gojišča in 
površine. V 1. coni je v primerjavi z 2. cono ne glede na gojišče in površino vedno nižji 
odstotek mrtvih celic. V povprečju se v 1. coni delež mrtvih celic giblje okrog 50 %. V 2. coni 
je odstotek mrtvih celic najvišji (84 %) v biofilmu, ki je rastel na steklu v bogatem gojišču z 
dodano glukozo, nižji v biofilmu na steklu v bogatem gojišču z dodano laktozo (67 %) in 
najnižji v biofilmu na pleksi steklu v bogatem gojišču z laktozo (59 %).  
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Slika 11: Odstotek mrtvih celic v biofilmu na steklu v bogatem gojišču z glukozo v odvisnosti od cone biofilma 
in časa tretiranja z različnimi protimikrobnimi sredstvi. Narejene so bile tri neodvisne ponovitve poskusa in 
znotraj vsake tri tehnične ponovitve. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne napake. 
 
Dodatno smo pregledali kako na učinkovanje protimikrobnih sredstev vpliva čas tretiranja. 
Uporabili smo različna protimikrobna sredstva s katerimi smo tretirali različno dolgo in gledali 
odstotek mrtvih celic v različnih conah (Slika 11). Opazimo znatne reazlike med 
uporabljenimi sredstvi. Najbolj učinkovit je bil Klercide Biocide B. Med učinkovitostjo 6 % 
peroksida in sredstvom Klercide Biocide C ni bilo bistvenih razlik, Učinkovitost sredstva 
narašča s padanjem pokritosti površine, od 1. do 3. cone. Ne glede na uporabljeno sredstvo je 
učinkovitost najslabša v 1. coni, kjer je površina stekla najbolj pokrita z biofilmom. Z 
daljšanjem časa tretiranja s protimikrobnimi sredstvi narašča odstotek mrtvih. Razlike v 
odstotku mrtvih celic med časi in sredstvi so signifikantne, razen med 6 % peroksidom in 
sredstvom Klercide Biocide C. 
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Slika 12: Odstotek mrtvih celic v biofilmu na pleksi steklu v bogatem gojišču z laktozo v odvisnosti od cone 
biofilma in časa tretiranja z določenim protimikrobnim sredstvom. Narejene so bile tri neodvisne ponovitve 
poskusa in znotraj vsake tri tehnične ponovitve. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne napake. 
 
Odstotek mrtvih celic v biofilmu, ki je rastel na pleksi steklu po uporabi različnih 
protimikrobnih sredstev po conah in času tretiranja je prikazan na Sliki 12. Najučinkovitejše 
sredstvo je ponovno Klercide Biocide B, veliko slabše sta delovala 6 % peroksid in Klercide 
Biocide C. Delež mrtvih celic narašča obratno sorazmerno s pokritostjo površine z biofilmi. S 
podaljšanjem časa tretiranja s protimikrobnimi sredstvi učinkovitost narašča. Npr. s sredstvom 
Klercide Biocide B delež mrtvih celic naraste od   25 % po 2. minutah tretiranja na 50 % po 60 
minutah tretiranja v 1. coni, v 2. coni pa od   30 % do 65 %.  
V primerjavi z učinkovitostjo sredstev na biofilmu, ki je rastel na steklu je učinkovitost na 
pleksi steklu značilno slabša. Če primerjamo odstotek mrtvih celic po 2 minutnem tretiranju s 
sredstvom Klercide Biocide B je le-ta pri biofilmu na pleksi steklu 2 x manjši, s 
podaljševanjem časa tretiranja se je razlika zmanjšala. 
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Slika 13: Odstotek mrtvih celic v planktonski fazi pri koncentraciji 107 celic/mL v odvisnosti od tretiranja z 
določenim protimikrobnim sredstvom. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne napake. Narejene so bile 
tri neodvisne ponovitve poskusa in znotraj vsake tri tehnične ponovitve. Prikazane so povprečne vrednosti in 
standardne napake. 
 
Na sliki 13 je prikazan odstotek mrtvih celic v planktonski fazi glede na sredstva, ki smo jih 
uporabili. Najbolj učinkovito je bilo sredstvo Klercide Biocide B (85 %), slabše Klercide 
Biocide C (55 %) in najslabše 6 % peroksid (31 %). Razlika v učinkovitosti je signifikantna 
med različnimi sredstvi, ki smo jih uporabili. 
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Slika 14: Odstotek mrtvih celic v planktonski fazi po 20 minutnem tretiranju s sredstvom Klercide Biocide B v 
odvisnosti od števila celic. Narejene so bile tri neodvisne ponovitve poskusa in znotraj vsake tri tehnične 
ponovitve. Prikazane so povprečne vrednosti in standardne napake. 
 
Slika 14 prikazuje odstotek mrtvih celic v planktonski fazi v odvisnosti od števila celic po 
tretiranju s Klercid Biocid B. Odstotek mrtvih celic pada z naraščanjem števila celic, pri 105 
celic/mL je bilo mrtvih 91 % vseh celic, pri 107 celic/mL je bilo mrtvih 85 % vseh celic in pri 
109 celic/mL je propadlo le 26 % vseh celic. 
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5 RAZPRAVA 
 
V modelnem sistemu smo opazovali vpliv različnih površin in različnih gojišč na rast biofilma 
E. coli. Na različnih biofilmih smo določili povezavo med deležem površine pokrite z 
biofilmom in odpornostjo biofilmov na protimikrobna sredstva. Za tretiranje biofilmov smo 
uporabili 6 % peroksid in komercialno dostopni sredstvi Klercide B ter Klercide C, ki se 
uporabljata v industriji. Rezultati kažejo, da pokritost površine z biofilmom antikorelira z 
učinkovitostjo delovanja protimikrobnih sredstev. 
 
Večja kot je pokritost površine, slabša je učinkovitost biocidnega sredstva. Najboljša 
učinkovitost biocidnih sredstev je bila v 3. coni, za katero je značilna najslabša pokritost (pod 
10 % skupne površine pokrite z biofilmi), v tej coni so vezane predvsem posamezne celice. Če 
primerjamo protimikrobni učinek sredstev v tej coni je ta primerljiv z učinkovitostjo sredstev 
v planktonski kulturi bakterije E. coli z nizko gostoto celic. Najslabša pa je bila učinkovitost 
sredstev v 1. coni, za katero je značilna največja pokritost (med 90 in 100 % pokrite površine). 
Učinkovitost biocidov v 1. coni je primerljiva učinkovitosti biocida v gostih kulturi v 
planktonski obliki. V vseh biocidih, ki smo jih uporabili, so prisotni oksidanti. Če primerjamo 
učinkovitost med sredstvi lahko rečemo, da je bilo najbolj učinkovito protimikrobno sredstvo 
Klercide B, v katerem je poleg ClO2, ki povzroči oksidativne poškode, tudi CTAB, ki je 
površinsko aktivna snov. Po 2 minutnem tretiranju je bil Klercide B v 1. coni 22 x bolj 
učinkovit kot Klercide C, v 2. coni 4,5 x bolj učinkovit in v 3. coni le 2 x bolj učinkovit kot 
Klercide C. To kaže na različno učinkovitost biocidov v različno gostih biofilmih. Sredstva 
kot sta 6 % peroksid in Klercide C, ki oba vsebujeta H2O2 imata le konponente, ki povzročajo 
oksidativni stres, se lahko med prehodom skozi matriks biofilma porabljata, kar je lahko še 
posebej problematično pri biofilmih, ki pokrivajo velike površine (kot opazimo v 1. coni). Z 
zmanjševanjem pokritosti ta problem ni več tako očiten in imata omenjeni sredstvi dosti boljši 
dostop do celic biofilma. Če imamo biofilm, v katerem so pritrjene le posamezne celice, je 
učinek različnih biocidov primerljiv. 
 
Dostop biocida do celic v biofilmu je odvisen od značilnosti zunajceličnega materiala 
biofilma, ki določa elastičnost, viskoznosti in posledično difuzijo biocida. V veliki meri sta 
struktura in značilnost zunajceličnega matriksa (materiala) odvisni od okolja, v katerem 
biofilm nastaja. Npr. predhodno je bilo pokazano, da ima menjava vira ogljika v gojišču, v 
katerem raste bakterija Bacillus subtilis, velik vpliv na zgradbo zunajceličnega matriksa v 
smislu količine in zgradbe (Dogsa in sod., 2013). V tem delu smo pokazali, da ima vira ogljika 
vpliv na količino proizvedenga biofilma tudi pri bakteriji E. coli. V minimalnem gojišču s 
fruktozo in saharozo ni bilo večje rasti biofilma, čeprav so bakterije v teh gojiščih rasle. Več 
biofilma ja bilo v minimalnem gojišču z glukozo in laktozo. Še dosti več biofilma je nastalo v 
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bogatem gojišču z glukozo in laktozo, največ površine pa je bilo pokrite na pleksi steklu, ki je 
bil v bogatem gojišču z laktozo. Razlog za večjo pokritost pri laktozi kot viru ogljika je lahko 
v tem, da je laktoza sestavljena iz dveh monosaharidov in sicer glukoze in galaktoze, pri 
čemer sta oba lahko vir hranil po razgradnji disaharida. Posledično bakterija na splošno bolje 
raste v gojišču z laktozo, tako je več celic na razpolago za vezavo na površino. Ker sta se 
biofilma na glukozi in laktozi razlikovala glede učinkovitosti biocidov smo določili reologijo 
biofilmov bakterije E. coli na teh dveh gojiščih. Rezultati so pokazali, da se biofilm na gojišču 
z laktozo obnaša bolj viskoelastično v primerjavi z biofilmom, ki je rastel na glukozi. V 
literaturi so podatki, ki kažejo da viskoznost vpliva na odpornost proti antibiotikom v 
planktonski obliki (Kostenko in sod., 2007). Populacija bakterij v planktonski obliki pri 
povečani viskoznosti ima lahko podobno toleranco na protimikrobna sredstva kot bakterije je 
v biofilmih. Primer je povečana odpornost bakterije Pseudomonas aeruginosa in 
Staphylococcus epidermidis, ki jih gojimo v poloksamernem gelu, medtem ko so opazili pa 
tudi večjo toleranco bakterij iz rodu Pseudomonas sp. in kvasovk iz rodu Candida sp. na 
protimikrobna sredstva v viskoznem z dodatkom polivinilpirolidona (Kostenko in sod., 2007). 
Biofilmi, ki smo jih gojili v prisotnosti laktoze so tvorili močnejše gele, bili so bolj viskozni in 
so bili manj občutljivi na biocide. Poleg tega je trajalo dalj časa, da je imel biocid enak učinek 
kot v biofilmih, ki smo jih gojili v prisotnosti glukoze. Lahko rečemo, da viskoznost 
upočasnjuje penetracijo biocida, kar posledično pomeni, da je potreben daljši čas za doseganje 
enakega učinka določenega biocida. Največjo protimikrobno aktivnost smo opazili pri uporabi 
sredstva Klercide B. Možno je, da ima prisotnost surfaktanta učinek zniževanja 
viskoelastičnosti biofilma, kar privede do boljšega prehajanja sredstva  v notranjost biofilma. 
Pred kratkim je bila namreč vzpostavljena povezava med viskoelastičnostjo biofilma in 
odpornosti na mehanske dejavnike ter kemikalije. 
 
V nalogi smo proučili tudi vpliv mutacije csrA, ki E. coli omogoča tvorbo debelejših 
biofilmov, s tem ko preprečuje disperzijo celic iz biofilma (Jackson in sod., 2002). Izkazalo se 
je, da je bila debelina biofilma dejansko večja, vendar pa je bila skupna pokritost površine z 
biofilmom manjša. Preverili smo tudi vpliv mutacije na viskoznost in viskoelasičnost biofilma 
mutante. Viskozne krivulje mutante in divjega tipa na različnih gojiščih so bile primerljive, 
vendar višje v primeru mutante, kar bi lahko deloma razložilo povečano debelino biofilmov. 
Pri csrA mutanti se namreč poveča proizvodnja PGA polisaharida. Elastičnost biofilmov 
mutante je bila nižja od divjega seva, kar je bilo opazno pri nižji konzistenci biofilma mutante.  
 
Rezultati te naloge potrjujejo splošno sprejeto prepričanje, da so biofilmi heterogene strukture. 
Do sedaj v literaturi še ni bila opisana korelacija med stopnjo pokriotosti površine in 
učinkovitostjo biocidov. Rezultati potrjujejo hipotezo, da je učinkovitost delovanja biocida 
odvisna tako od strukture kot od stopnje pokritosti površine z biofilmom, ki se značilno 
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razlikuje od lokacije do lokacije. To otežuje določanje efektivne koncentracije protimikrobnih 
učinkovin, ki bi bila zadostna za celoten biofilm. Iz rezultatov vidimo, da ni primernega 
sredstva niti primerne koncentracije biocidnega sredstva za uničevanje biofilmov. Obstaja 
bistvena razlika v delovanju, če imamo pritrjene posamezne celice (kot v 3. coni), skupke (kot 
v 2. coni) ali pa pokrito skoraj celo površino, mogoče celo v večih plasteh (kot v 1. coni). 
Koncentracija sredstva, ki je lahko učinkovita v 3. coni ni nujno učinkovita v 2. coni in 1. 
coni, kjer je pokritost največja. Za 3. cono biofilma drugače lahko rečemo, da je odstotek 
mrtvih celic v biofilmu primerljiv z odstotkom mrtvih celic v redki planktonski kulturi. Večji 
problemi so z biofilmi, ki pokrivajo velike površine in je potreben veliko daljši čas tretiranja 
ali/in zelo velike koncentracije določenega biocida, kar je potencialno nevarno. Poleg tega je 
tukaj še problem, ker niti z visokimi koncentracijami ne ubijemo vseh celic v večjih pritrjenih 
skupkih. Pobijemo lahko celice v zunanjih plasteh biofilma in tako omogočimo celicam, ki so 
bile prej v notranjosti dostop do hranil, kar povzroči regeneracijo biofilma ter pomlajevanje 
biofilma. Ugotovili smo še, da viskoelastičnost pomembno vpliva na prehod biocida v 
notranjost. Bolj je biofilm viskozen, slabši je prehod biocida v biofilm, oteženo je njegovo 
prehajanje. Slednje vodi v nižji odstotek mrtvih celic v biofilmu, z drugimi besedami slabšo 
učinkovitost.  
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6 SKLEPI 
 
 Pokritost površine z biofilmom je odvisna od koncentracije hranil, vira ogljika in 
lastnosti površine. 
 
 Učinkovitost protimikrobnih sredstev je značilno odvisna od pokritosti površine z 
biofilmom; učinkovitost pada z naraščajočo pokritostjo površine z biofilmom.  
 
 Na učinkovitost protimikrobnih sredstev ima pomemben vpliv struktura biofilma; 
učinkovitost je slabša v bolj viskoelastičnih biofilmih. 
 
 Učinkovitost protimikrobnih sredstev je odvisna od gostote bakterij v planktonski 
kulturi; pada z večanjem gostote. 
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7 POVZETEK 
 
Biofilmi so združbe mikroorganizmov pritrjene na površino ali na interfazah. Lahko so 
sestavljeni iz populacije ene ali več mikrobnih vrst, celice obdaja matriks, ki ga producirajo 
bakterije same. Skoraj vse bakterijske vrste imajo zmožnost tvorbe biofilmov, odvisno pa je 
seveda v kakšnih pogojih se celice nahajajo. Za biofilme na splošno je značilno težavno 
odstranjevanje. Zato so lahko velik problem, posledično predstavlja njihovo odstranjevanje 
velike stroške v industriji še zlasti v primeru, da se pojavijo v ceveh. Razlogov za odpornost 
biofilmov na biocide je več: fenotipska variabilnost, raznolikosti v metabolni aktivnosti celic, 
oteženo prehajanje in inaktivacija snovi med prehodom skozi matriks, upočasnjena rast 
biofilma, splošni odziv na stres, zaznavanje kvoruma ter inducirana odpornost. 
 
Pri magistrski nalogi smo se osredotočili na vpliv okolja na tvorbo in strukturo biofilma, od 
česar pa je odvisno tudi delovanje protimikrobnih sredstev. Gledali smo vpliv različnih 
površin in hranil (vir ogljika in minimalno/bogato gojišče), v katerih smo gojili biofilme. 
Razlike med nastalimi biofilmi smo določali na različne načine in sicer s pomočjo barvanja s 
kristal vijoličnim stopnjo pokritosti površine z biofilmi z mikroskopiranjem ter merjenjem 
reologije, s čimer smo določili viskoznost in viskoelastičnost nastalih biofilmov. Najbolj 
medsebojno različna biofilma (biofilm, ki je nastal v prisotnosti laktoze in biofilm, ki je nastal 
v prisotnosti glukoze, na bogatem gojišču s hranili) smo tretirali z različnimi komericalno 
dostopnimi protimikrobnimi sredstvi in primerjali odstotek mrtvih celic v biofilmih. Opazili 
smo, da je na površinah nastal gradient biofilma – na interfazi je bilo pokrite površine največ, 
le-ta se je z oddaljevanjem od meje zrak - tekočina zmanjševala. 
 
Če primerjamo reološke značilnosti obeh omenjenih biofilmov ugotovimo, da je biofilm, ki je 
nastal v prisotnosti laktoze bolj viskozen in pa tudi bolj elastičen, kar kaže na to, da vir ogljika 
pomembno vpliva na značilnosti biofilma. Določali smo tudi vpliv mutacije in sicer delecijo 
gena csrA na tvorbo biofilma. Ugotovili smo, da je biofilm mutante v nekaterih delih bolj 
debel kot biofilm divjega tipa bakterije. Primerjali smo tudi viskoznost in elastičnost biofilma 
mutante in divjega tipa. Pri tem nismo opazili bistvenih razlik. Izgleda kot da vir ogljika 
veliko bolj vpliva na strukturo biofilma, kot omenjena mutacija. Zato smo poskuse nadaljevali 
z divjim tipom bakterije, ki je rastel v prisotnosti različnih virov ogljika. Pri tretiranju 
biofilmov smo opazili, da nobeno sredstvo ni v celoti uničilo vseh celic v biofilmu, še posebej 
če gledamo stanje v najbolj gostem delu biofilma – biofilm na interfazi zrak – gojišče. Kot 
najbolj obetavno sredstvo se je izkazalo sredstvo Klercide biocide B, dobro je učinkoval v 
območju nizke pokritosti površine z biofilmom. Nazadnje smo učinkovitost sredstev v 
biofilmu primerjali še z učinkovitostjo v planktonski fazi. Učinkovitost je bila odvisna od 
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gostote bakterijske kulture v planktonski fazi, večje kot je bilo število, slabša je bila 
učinkovitost.  
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PRILOGE 
 
 
 
Priloga A: Logaritem viskoznosti v odvisnosti od logaritma strižne hitrosti biofilma bakterije E. coli MG1655 
w.t. in E. coli MG1655 csrA na bogatem gojišču z glukozo 
 
Viskozna krivulja biofilma bakterije E. coli MG1655 csrA, ki smo ga gojili na bogatem 
gojišču z glukozo je v celotnem območju strižnih sil nad viskozno krivuljo biofilma 
bakterije E. coli w.t., ki smo ga gojili na bogatem gojišču z glukozo, z drugimi besedami je 
biofilm bakterije E. coli csrA bolj viskozen (Priloga A). Oba biofilma kažeta lastnosti 
psevdoplastičnega obnašanja.  
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Priloga B: Logaritem viskoznosti v odvisnosti od logaritma strižne hitrosti biofilma bakterije E. coli MG1655 
w.t. in E. coli MG1655 csrA na bogatem gojišču z laktozo 
 
Testirali smo reologijo biofilma divjega tipa bakterije E. coli, ki je rasel na bogatem gojišču 
z laktozo in biofilma mutante E. coli csrA, ki je rasel na bogatem gojišču z laktozo (Priloga 
B). Krivulja biofilma biofilma mutante E. coli csrA v prvi polovici pokriva krivuljo 
biofilma divjega tipa bakterije E. coli, v drugi polovici je krivulja biofilma divjega tipa 
bakterije E. coli nad viskozno krivuljo biofilma bakterije E. coli csrA na bogatem gojišču z 
laktozo. Za oba biofilma lahko rečemo, da kažeta psevdoplastično obnašanje. 
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Priloga C: Logaritem viskoznosti v odvisnosti od logaritma strižne hitrosti biofilma bakterije E. coli MG1655 
csrA na bogatem gojišču z glukozo in bogatem gojišču z glukozo 
 
Testirali smo reologijo biofilmov bakterije E. coli MG1655 csrA, ki so rasli na bogatem 
gojišču z laktozo in glukozo (Priloga C). Viskozna krivulja biofilma na bogatem gojišču z 
laktozo je v nizkih  strižnih sil in območju višjih strižnih sil, ki smo jih testirali, nad 
viskozno krivuljo biofilma na bogatem gojišču z glukozo. V vmesnem območju se krivulji 
pokrivata. Glede na obliko krivulj lahko za oba biofilma rečemo, da kažeta psevdoplastično 
obnašanje. 
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Priloga D: Elastični in viskozni modul v odvisnosti od amplitude strižne deformacije biofilma E. coli 
MG1655 w.t. in E. coli MG1655 csrA na bogatem gojišču z glukozo 
 
Na Sliki D so prikazani elastični in viskozni moduli biofilmov bakterij E. coli MG1655 w.t. 
in E. coli MG1655 csrA na bogatem gojišču z glukozo. Če primerjamo elastična modula 
obeh biofilmov vidimo, da je elastični modul biofilma bakterije E. coli MG1655 w.t. do 
točke presečišča višji od elastičnega modula biofilma bakterije E. coli MG1655 csrA, po 
točki se situacija obrne. Viskozni modul je do določene vrednosti amplitude strižne 
deformacije enak, od 450 % do 650 % je viskozni modul biofilma bakterije E. coli 
MG1655 w.t. višji od viskoznega modula bakterije E. coli MG1655 csrA, nato pa sta oba 
spet enaka do konca območja amplitude. Krivulji elastičnega in viskoznega modula 
biofilma E. coli MG1655 csrA se križata kasneje, kar kaže na to, da je struktura tega 
biofilma močnejša, bolj viskozna. Oba biofilma se obnašata kot viskoelastični gel. 
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Priloga E: Elastični in viskozni modul v odvisnosti od amplitude strižne deformacije biofilma E. coli 
MG1655 w.t. in E. coli MG1655 csrA na bogatem gojišču z laktozo 
 
Na Sliki E so prikazani elastični in viskozni moduli biofilmov bakterij E. coli MG1655 w.t. 
in E. coli MG1655 csrA na bogatem gojišču z laktozo. Če primerjamo elastična modula 
biofilmov vidimo, da je elastični modul biofilma bakterije E. coli MG1655 w.t višji od 
elastičnega modula biofilma bakterije E. coli MG1655 csrA skoraj do konca območja 
amplitude strižne deformacije (do 900 %). Po tej točki se elastična modula obeh pokrivata. 
Enako velja tudi, da je viskozni modul biofilma E. coli MG1655 w.t. višji kot biofilma E. 
coli MG1655 csrA, tokrat v celotnem območju. Strukuri obeh biofilmov se začneta rušiti 
pri približno enaki amplitudi strižne deformacije, kar kaže na to, da sta viskoznosti obeh 
biofilmov primerljivi. Oba biofilma se obnašata kot viskoelastični gel. 
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Priloga F: Elastični in viskozni modul v odvisnosti od amplitude strižne deformacije biofilma E. coli 
MG1655 csrA na bogatem gojišču z laktozo in bogatem gojišču z glukozo 
 
Prikazani so elastični in viskozni moduli biofilmov bakterije E. coli MG1655 csrA na 
bogatem gojišču z laktozo in bogatem gojišču z glukozo. Če primerjamo elastična modula 
obeh biofilmov vidimo, da je elastični modul biofilma na bogatem gojišču z glukozo višji 
od elastičnega modula na bogatem gojišču z laktozo. Enako velja tudi, da je viskozni modul 
biofilma na bogatem gojišču z glukozo višji na celotnem območju amplitude strižne 
deformacije, z izjemo na začetku, kjer se modula začneta skoraj v isti točki. Strukura 
biofilma na bogatem gojišču z laktozo se začne rušiti pri nižji amplitudi strižne deformacije 
kot biofilm na bogatem gojišču z glukozo, kar je razvidno iz oscilacijskega testa. Krivulji 
elastičnega in viskoznega modula biofilma na bogatem gojišču z glukozo se križata 
kasneje, struktura biofilma je na tem gojišču močnejša in bolj viskozna. Oba biofilma se 
obnašata kot viskoelastični gel. 
